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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

GERMINAGCAO, ESTABELECIMENTO, REGENERAGCAO E CALOGENESE IN
VITRO EM EXPLANTES DE ACOITA-CAVALO (Luehea divaricata Mart. & Zucc.)
AUTOR: ENRIQUE ASTERIO BENITEZ LEON
ORIENTADORA: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER
Santa Maria, 26 de fevereiro de 2010

O avanco da biotecnologia na area florestal tem favorecido as técnicas de propagagao in
vitro de espécies que apresentam dificuldades na reprodugdo via sementes. Luehea
divaricata Mart. & Zucc (agoita-cavalo), integrante da familia Malvaceae, é uma espécie
florestal que sofreu, nas Ultimas décadas, grande reducdo das dareas ocupadas por
populagdes naturais, em fun¢do do interesse de seu uso na fabricacdo de moveis vergados.
Adicionalmente, apresenta germinagdo lenta e irregular e a viabilidade das sementes é
muito desuniforme, caracteristicas que contribuem para uma reduzida capacidade de
recuperacao natural das populagdes. Considerando-se a potencialidade da aplicacao de
técnicas de cultura de tecidos na propagacao massal dessa espécie, o presente trabalho
teve como objetivos: desenvolver uma metodologia que promova uma eficiente
desinfestacdo superficial de sementes, visando a germinacao in vitro; avaliar a capacidade
de dois tipos de explantes de origem seminal em realizar o estabelecimento in vitro; avaliar a
regeneracao de segmentos uninodais isolados de plantas oriundas da germinacéo in vitro
em funcdo da adicdo da citocinina BAP e da auxina ANA, em diferentes concentragdes, ao
meio nutritivo WPM; e, por fim, analisar as respostas calogénicas de fragmentos foliares,
face as diferentes concentracdes de BAP e ANA em meio nutritivo WPM. Os trabalhos foram
desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos, do Nucleo de Biotecnologia e
Melhoramento do da Universidade Federal de Santa Maria. Foram utilizadas sementes
coletadas pela Fepagro/Florestas e, as plantas obtidas, foram utilizadas como fonte de
explantes para os experimentos de cultura de tecidos. Foram testados o efeito de diferentes
concentracdes e de tempos de imersao das sementes em bicloreto de mercurio, e, também,
a influéncia de fungicidas Dicarboximida e Benzimidazol na desinfestacdo superficial. Para o
estabelecimento in vitro, foram avaliados segmentos nodais e apicais caulinares isolados de
plantas, ap6s 60 dias de cultivo in vitro. A desinfestacao superficial das sementes de agoita-
cavalo com bicloreto de mercurio foi eficiente, promovendo uma germinagao satisfatéria e
auséncia de fitotoxicidade. Por outro lado, o uso de fungicidas, apds procedimento de
desinfestacdo com bicloreto de mercurio, além de apresentar efeito tdéxico para as plantas,
nao controlaram a contaminagao por microrganismos. O estabelecimento in vitro de agoita-
cavalo foi efetuado com sucesso, tanto a partir de segmentos apicais, como segmentos
nodais, com destaque para estes pelo maior desenvolvimento foliar. As concentragdes de
BAP e ANA testadas, ndo resultam em um balango hormonal adequado a promogao de
respostas otimizadas na multiplicagdo in vitro de agoita-cavalo, a partir do cultivo de
segmentos nodais; a presenga de BAP influencia, significativamente, a calogénese, ao
contrario de ANA, que nao afeta a formacdo de calos em fragmentos foliares de agoita-
cavalo. Estudos adicionais devem ser realizados no sentido de otimizar a desinfestacdo
superficial, a multiplicagdo e a calogénese in vitro, permitindo a obtengdo de um numero
maior de culturas assépticas para dar continuidade a outras etapas da cultura de tecidos.
Finalmente, os estudos que visam contribuir para a micropropagacdo em agoita-cavalo
devem prosseguir, ja que a espécie apresenta entraves para a propagacao por sementes
que podem ser superados pela cultura de tecidos.

Palavras-chave: cultura de tecidos, bicloreto de mercurio, fungicidas, fitorreguladores,
auxina, citocinina
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divaricata Mart. & Zucc.)
AUTHOR: ENRIQUE ASTERIO BENITEZ LEON
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The advance of biotechnology in forestry has favored techniques of in vitro propagation of
species that present difficulties in reproduction by sexual seeds. Luehea divaricata Mart. &
Zucc, a member of the Malvaceae family, is a species that has suffered in recent decades, a
large reduction in the areas occupied by natural populations, because of its use in the
manufacture of furniture. Additionally, it presents slow and irregular germination and seed
viability is very uneven, characteristics that contribute to a reduced ability to recover natural
populations. Considering the potential for the application of techniques of tissue culture in the
mass propagation of this species, this study aimed to: develop a methodology to promote an
efficient surface disinfestation of seed germination in order to in vitro evaluate the ability of
two types of explants of seminal in performing the in vitro establishment; evaluate the nodal
segments isolated from of plants grown in vitro germination depending on the addition of
BAP and NAA in different concentrations, in the WPM nutrient medium, and, finally, analyze
the calli seetings responses of leave fragments to different concentrations of BAP and NAA
in WPM. The project was developed at the Laboratory of Tissue Culture at the Center for
Biotechnology and Breeding of the Federal University of Santa Maria. The seeds used were
collected by Fepagro/Forests and the plants obtained were used as source of explants for
the experiments in tissue culture. We tested the effect of different concentrations and
immersion times of seeds in mercuric chloride, and also the influence of fungicides
Dicarboximida and Benzimidazole in the surface disinfestations. To in vitro establish were
evaluated apical and nodal segments isolated from plants after 60 days in vitro culture. The
surface disinfestation of L. divaricata seeds with mercuric chloride was efficient, promoting a
satisfactory germination and lack of phytotoxicity. Moreover, the use of fungicides, after
disinfestation procedure with mercuric chloride, showed toxic effect on plants, failed to
control contamination by microorganisms. The L. divaricata in vitro establishment was
successful from both the apical and nodal segments, especially those that result in higher
leaf development. Concentrations of BAP and NAA tested dont not result in a hormonal
balance appropriate to promote optimal responses in vitro multiplication of L. divaricata from
the culture of nodes segments and the presence of BAP influence significantly the calli
induction, unlike NAA which dont not affect the calli formation on leaf fragments. Further
studies should be performed to optimize the in vitro surface desinfestation, multiplication and
callus induction capable of producing a larger number of aseptic cultures to continue to other
steps in tissue culture. Finally, studies that aim to contribute to the L. divaricata
micropropagation should continue, since the species presents barriers to the spread by
seeds that can be overcome by tissue culture.

Key Words: tissue culture, mercuric chloride, fungicides, growth regulators, auxin, cytokinin
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1 INTRODUCAO

Vem sendo, cada vez mais, estudadas a identificacdo das potencialidades e
a possibilidade de utilizagcdo da flora nativa, especialmente, com o intuito de
propiciar o emprego de espécies florestais adaptadas ao ambiente. Ha algum
tempo, porém, concomitantemente, vem aumentando a preocupag¢do em torno da
producdo sustentavel, de maneira a nao prejudicar a ocorréncia natural dos
recursos florestais. Para atingir esses propositos, sdo necessarios estudos que
permitam conhecer melhor as caracteristicas das esséncias nativas, viabilizando-se
a oferta de mudas de alta qualidade.

A cultura de tecidos em espécies lenhosas vem recebendo grande impulso
nas ultimas décadas, sendo sua utilizagado, rotineira, em muitas empresas do ramo
florestal, demonstrando ser uma ferramenta tecnolégica viavel para a producao de
mudas de alto padrao genético, fisioldgico e sanitario. Nesse sentido, a propagacao
vegetativa in vitro tem-se destacado, nos ultimos anos, como tecnologia adequada a
implantacdo de florestas clonais, substituindo-se as praticas convencionais por
técnicas que passaram a garantir a superioridade genética dos individuos
(BASSAN, 2006).

As plantas obtidas através da técnica de cultura de tecidos sdo consideradas
geneticamente idénticas as plantas doadoras de material vegetal ou plantas mae,
caracteristica que pode ser aproveitada para executar programas de conservacao
de recursos florestais. A conservacao in vitro, de espécies vegetais, € outra grande
potencialidade da cultura de tecidos, sendo, normalmente, estabelecida, a partir da
germinagdo de sementes, desenvolvimento de tecidos e cultura de gemas e
embrides, mantidos por tempo indeterminado sob condicdes assépticas e de
crescimento lento.

Luehea divaricata Mart. & Zucc., popularmente conhecida na regidao sul do
Brasil como acoita-cavalo, é uma espécie florestal com ampla distribuicdo
geografica, indicada para reflorestamentos. Apresenta madeira muito macia,
empregada nas estruturas de moveis e na confeccdo de moveis vergados

(curvados), pecas torneadas, entre outros. Constitui planta pioneira de rapido
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crescimento, decidua, helidfita, caracteristica das florestas aluviais (LORENZI,
2002), propriedades que tornam a espécie detentora de alto valor silvicultural.

Esta espécie, assim como tantas outras, teve suas populacdées naturais
devastadas pela acao antrdpica e, apesar de nao estar na lista oficial de espécies
em vias de extincao, a propagacgao in vitro de agoita-cavalo é de suma importancia,
garantindo, assim, a preservacdo dos genes, que constituirdo a base para o
melhoramento genético, auxiliado pela biotecnologia.

A partir de estudos efetuados, visando ao desenvolvimento de técnicas que
permitem a propagacado vegetativa de espécies florestais exodticas de rapido
crescimento, a micropropagacao de genoétipos promissores vem possibilitando um
consideravel avanco na silvicultura no Brasil, podendo-se estender para as espécies
nativas de interesse comercial e ecolégico.

A micropropagacao, uma das técnicas de cultura de tecidos, pode ser
empregada na producado de mudas de acgoita-cavalo de alta qualidade, em grande
escala, com a finalidade de obter plantas sadias para a formacdo de populacdes
e/ou para a recuperacdo de matas degradadas. Para tanto, devem ser realizados
estudos com o intuito de desenvolver metodologias eficientes de micropropagacao
para acoita cavalo, visando a clonagem e a conservacao de germoplasma in vitro,
tendo em vista que a espécie apresenta diversas qualidades e suas populacdes
naturais estdo reduzidas na natureza (FLORES, 2007).

Além disso, o interesse por espécies nativas, contudo, ndo se deve restringir
apenas aos beneficios advindos da cultura de tecidos na propagacgao clonal em
larga escala, a fim de instalar plantios comerciais altamente produtivos, mas
também, como uma forma alternativa e eficiente para a conservacdo destas
espécies (MANTOVANI, 1997).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir para os esforcos relacionados a exploracdo sustentavel de
espécies florestais nativas, a partir do estudo da propagacéo in vitro de agoita-cavalo
(Luehea divaricata Mart. & Zucc.).

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver uma metodologia para a desinfestacao superficial de explantes
de acoita-cavalo, visando a sua germinacao in vitro;

e Avaliar a capacidade e a eficiéncia de segmentos apicais caulinares e
segmentos nodais de origem seminal como explantes, para o
estabelecimento in vitro de acoita-cavalo;

e Avaliar a regeneracao de segmentos nodais isolados de plantas oriundas da
germinagéao in vitro, em fungédo da adicdo da citocinina 6-Benzilaminopurina
(BAP) e da auxina acido naftaleno acético (ANA), em diferentes
concentragdes, ao meio nutritivo Woody Plant Medium (WPM);

e Analisar as respostas calogénicas de fragmentos foliares isolados de plantas
oriundas da germinagao in vitro, face as diferentes concentragcées de 6-
Benzilaminopurina (BAP) e &cido naftaleno acético (ANA) em meio nutritivo
Woody Plant Medium (WPM).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Luehea divaricata (Mart. & Zucc.)

Integrante da familia Malvaceae (SOBRAL et al, 2006), Luehea divaricata
Mart. & Zucc., popularmente conhecida como acoita-cavalo, € uma arvore que pode
atingir 20 a 25 m de altura e um diametro de 50 a 80 cm a altura do peito, com
tronco geralmente tortuoso e nodoso de base alargada; fuste comumente curto, de 4
a 6 m de comprimento. No interior da floresta densa, porém, desenvolve troncos
quase retos e bastante altos. Apresenta madeira moderadamente pesada, de cor
clara, de boa trabalhabilidade e de acabamento delicado. A madeira € indicada para
a confeccao de estruturas de mdéveis, principalmente em pecas torneadas, por ser
de baixa durabilidade natural e de boa permeabilidade ao tratamento preservativo
(REITZ et al., 1988).

As flores hermafroditas sao réseas, dispostas em inflorescéncias terminais e
axilares, em cimeiras dicotémicas, em torno de 2,5 cm de comprimento e os frutos
sao capsulas cénicas, secas, oblongas, pentaloculares, de coloracdo castanha com
densa pilosidade, deiscentes, medindo de 2 a 3 cm de comprimento. O florescimento
ocorre de dezembro a julho e a maturacédo dos frutos, durante os meses de maio a
agosto. Cada fruto possui de 5 a 15 sementes. Apresenta germinagao lenta e
irregular, variavel entre 20 e 75%. A variabilidade das sementes é muito irregular.
Testadas, apdés 60 dias da colheita, germinaram 50% menos do que quando
semeadas imediatamente apds a coleta (LORENZI, 2002. CARVALHO, 1994).

As folhas de acoita-cavalo sédo utilizadas como fitoterapico, no combate a
disenteria, leucorréia, reumatismo, blenorragia e tumores, a infusao das flores é
empregada contra bronquite; ja a raiz, € depurativa (TANAKA et al., 2005).

Acoita-cavalo € uma espécie heliofita, que se encontra nas matas latifoliadas
nao demasiadamente fechadas, nas matas de pinheirais, em matas de galeria e nas
matas das depressdes Umidas da Serra do Sudeste. E vista em locais com solos
profundos e, também, em solos pedregosos. Desenvolve-se com facilidade nas
capoeiras. Distribui-se, especialmente, em regides de clima temperado (Cfa)
(PEDROSO; MATOS, 1987).



17

7

Conforme Lorenzi (1992), L. divaricata é uma planta pioneira de rapido
crescimento que ndo pode faltar nos reflorestamentos mistos de areas degradadas
de preservacdo permanente. Reitz et al. (1988), atestaram que, considerando seu
habitat natural e sua vitalidade como espécie pioneira e heliéfita, & possivel seu
reflorestamento em campo aberto e em populagdes puras; contudo, € possivel que,
exposta a luz direta, sua ramificagcdo se verifique de modo muito precoce, nao
desenvolvendo suficientemente o tronco e o fuste.

A madeira é moderadamente pesada, apresentando peso especifico basico
de 0,6 — 0,7 g.cm™, anéis de crescimento bem distintos, cerne de coloragdo marrom
e avermelhado (RICHTER; DALLWITZ, 2009), resistente e extremamente flexivel,
sendo muito empregada para estruturas de moveis, na confeccdo de molveis

vergados (curvados), pecas torneadas, entre outros (LORENZI, 2002).

3.1.1 Aspectos da propagacao de acoita-cavalo

A definicdo de um sistema de producdo de mudas de acoita-cavalo € uma
necessidade que surge pelo motivo de que essa espécie teve uma presenca
marcante ao longo da historia e do desenvolvimento da industria madeireira no sul
do Brasil. A causa da sua exploracdo descontrolada e extrativista reduziu-se
drasticamente os exemplares com boas caracteristicas ao uso comercial, levando a
procurar sistemas eficientes de producao de mudas (FARIAS, 2006).

Scotti (2009) em estudo da regeneracao natural em remanescente de floresta
estacional decidual de Santa Maria, RS encontrou que o acoita-cavalo ocorreu de
forma irregular nos mecanismos de regeneracao natural estudados, também foi
representada em baixa densidade na chuva de sementes e banco de sementes do
solo, no banco de plantulas e ausente na regeneracao natural estabelecida, sendo
uma das espécies recomendadas para recuperacao de areas.

Pacheco (2007) testando didmetros de estacas de acoita-cavalo e
concentragcdes de acido indol-butirico (AIB), ndo encontrou influencia do
fitorregulador na sobrevivéncia das estacas utilizadas, mas teve influencia no
enraizamento das estacas, atuando também sobre o didmetro das mesmas, sendo,

guanto maior o didmetro das estacas melhor o enraizamento.
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Farias (2006) apdés um estudo de producdo de mudas de agoita-cavalo em
diferentes tamanhos de recipientes e tipos de susbtratos, recomendou testar
alternativas de producdo de mudas, podendo ser a partir de estacas ou com a
utilizagéo de técnicas de cultura de tecidos.

3.2 Cultura de tecidos e propagacao in vitro, de espécies lenhosas

Os progressos obtidos nas ultimas décadas nas areas de biologia molecular e
genética tém permitido um avango consideravel da biotecnologia, merecendo
destaque na é&rea florestal, principalmente aquela relacionada com a propagagéo in
vitro e com a engenharia genética (XAVIER, et al., 2009).

A cultura de tecidos consiste no cultivo de érgaos, células ou tecidos vegetais
em meio nutritivo apropriado, em condigées ambientais assépticas. E uma técnica
que oferece excelentes oportunidades para a propagacdo comercial de plantas,
como também pode auxiliar em programas de melhoramento, possibilitando, neste
caso, grande economia de tempo. Facilita a obtencdo de grande niumero de plantas,
em curto espaco de tempo e em reduzida area de laboratério (PAIVA; GOMES,
1995).

A cultura de tecidos € um processo biotecnoloégico, através do qual,
fragmentos de tecidos vivos, denominados de explantes, sdo retirados das plantas
de interesse e cultivados em um meio nutritivo definido. Os explantes podem ser
reduzidos ao tamanho de células individuais, tecidos ou 6érgdos (SERAFINI et. al.,
2001).

A técnica de cultura de tecidos baseia-se na teoria da totipoténcia celular, a
qual se caracteriza pela propriedade inerente as células vegetais de manifestar, em
momentos diferentes e sob estimulos apropriados, a potencialidade em iniciar um
novo individuo multicelular (TORRES et. al., 2000).

Segundo Xavier et al. (2009), a cultura de tecidos compreende muitas
técnicas usadas em cultivo in vitro, de células, tecidos ou 6rgaos, as quais tém em
comum o0 uso de meio nutritivo e o fato de serem conduzidas sob condi¢cdes

assépticas. Entre as varias técnicas de cultura de tecidos de relevada importancia,
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na area florestal, destaca-se a micropropagacdo como a mais difundida e com
aplicac6es praticas comprovadas.

A propagacao vegetativa, processo subjacente a formacao de clones, € um
método vantajoso quando comparado a reproducdo sexuada, uma vez que, se
captura o componente genético total, obtendo-se, conseqlentemente, maiores
ganhos dentro de uma mesma geracdo. Ao contrario, na reprodugcdo sexuada,
consegue-se fixar apenas o componente genético aditivo de superioridade. (ASSIS;
TEIXEIRA, 1998).

Nesse sentido, a cultura de tecidos destaca-se entre os métodos classicos de
propagacao vegetativa, por necessitar de menor espaco fisico e pelo fato de poder
ser desenvolvida em qualquer época do ano. Na area florestal, em particular, pode
ser empregada na conservacao de germoplasma in vitro, na aceleragcdo dos
programas de melhoramento, pela multiplicacdo de clones superiores, visando a
producédo de mudas, rejuvenescimento de clones selecionados na fase adulta; além
de apresentar potencialidade na obtencao de sementes sintéticas, dentre outros. Em
funcdo disso, inumeros trabalhos com espécies florestais vém sendo desenvolvidos,
com o intuito de tornar essa tecnologia acessivel e economicamente viavel (XAVIER
et al., 2009).

Por fim, ha que se mencionar, além das vantagens acima mencionadas, que a
cultura de tecidos é um processo indispensavel na transformagdo genética de
plantas, em especial nas espécies florestais, nas quais a transferéncia de genes
vem sendo utilizada, principalmente, para induzir caracteristicas como: modificagéo
da composicdo e teor de lignina, resisténcia a pragas, tolerdncia a herbicidas,
aumento da produgcdo de biomassa, esterilidade, controle do escape génico,
biorremediacéo, entre outros (STUDART-GUIMARAES et al., 2003).

3.2.1 Micropropagacao, fitorreguladores e calogénese in vitro

A propagagado vegetativa in vitro ou micropropagacgao, assim denominada,
devido ao tamanho dos propagulos utilizados, é a aplicagdo mais pratica dentre as
técnicas de cultura de tecidos e a de maior impacto. A atividade comercial de

micropropagacdo € uma realidade e concentra-se, principalmente, na limpeza clonal
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e na multiplicacdo de espécies ornamentais, herbaceas, arbustivas e lenhosas, em
especial de arvores elite (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para Xavier et al. (2009), a micropropagacao pode ser enquadrada como uma
técnica de propagacao vegetativa in vitro; comparada a outras técnicas, tém sido
considerada aquela que mais se difundiu nos ultimos anos, com aplicagdes
comprovadas em diversas espécies de plantas. Contudo, a micropropagacao
oferece a possibilidade de propagacao de arvores selecionadas em todas as idades,
constituindo-se em uma alternativa, em relacdo aos métodos classicos de
propagacao vegetativa.

A experiéncia, a estrutura disponivel, entre outros fatores, é determinante na
definicdo da estratégia mais adequada para se alcancar o sucesso desejado na
micropropagacado. Podendo, assim, ter necessidade de aplicagcdo de alguns
tratamentos destinados a planta matriz, para o fornecimento de explantes mais
adequados e responsivos ao cultivo in vitro (XAVIER et al., 2007).

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de tecidos e 6rgaos de plantas
fornecem as substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em
grande parte, o padrao de desenvolvimento in vitro. Baseiam-se nas exigéncias das
plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificacdes para atender as
necessidades especificas nas condicoes de cultivo in vitro (TORRES et al., 2001;
CALDAS et al., 1998).

As células cultivadas tornam-se responsivas ou receptivas a atividade
fitohormonal, pela presenca de proteinas especificas, capazes de se ligarem aos
fitorreguladores no momento em que existir a demanda fisiolégica criada pela planta,
em funcdo dos estimulos pelo processo denominado sensitividade diferencial
(TERMIGNONI, 2005).

Os resultados também estao ligados a competéncia e a determinacao celular
do conjunto de células do explante. Determinacdo é a terminologia que tem sido
usada para designar a canalizagdo progressiva que € observada durante a
ontogénese das células em direcado as vias particulares de desenvolvimento
(KERBAUY, 1998).

O termo ‘competéncia’ indica o potencial de uma determinada célula ou
tecido, em se desenvolver em uma forma particular. Para um tecido desenvolver a
competéncia, requer certa quantidade de tempo e/ou exposicdo a um sinal
endogeno ou exogeno (XAVIER et al., 2009).
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A formagao de 6rgaos in vitro é denominada organogénese e caracteriza-se
pela obtencdo de eixo s caulinares monopolares, originados de gemas pré-
existentes ou neoformadas (XAVIER et al, 2007), as quais sado induzidas ao
enraizamento, resultando em plantas completas passiveis de serem aclimatizadas. A
organogénese direta ocorre quando, a partir do explante, tem-se a formacao de um
o6rgao ou meristema, diretamente. Em contrapartida, quando a formacéo de érgaos
passa pelo estagio intermediario de calo, o processo recebe o0 nome de
organogénese indireta (THORPE et al., 1991).

A micropropagacao pode ocorrer por ambas as rotas, anteriormente citadas,
entre outras. Este sistema de producao vegetal esta dividido em fases, sendo estas:
I- selecdo de explantes, desinfestacdo e estabelecimento da cultura nas condicdes
in vitro; 1I- multiplicacédo dos propagulos, mediante sucessivas subculturas em meio
de cultura adequado a propagacéao; lll- enraizamento dos propagulos vegetativos,
obtidos no estadio anterior; e IV- aclimatizacdo das plantas obtidas in vitro, na
condicao ex vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; XAVIER et al., 2009).

Em funcao da espécie e dos objetivos a serem alcancados, algumas dessas
fases podem ser mais prolongadas e/ou uma fase pode ser adicionada, bem como
outras ndo serem necessarias (XAVIER et al., 2009).

Muitos trabalhos, visando a micropropagacao de espécies lenhosas, tém sido
realizados, como com Eucalyptus grandis (SITA, 1986); Pinus patula (McKELLAR et
al., 1994); Swietenia macrophylla (ROCHA; QUOIRIN, 2004), entre varios outros.

Adicionalmente ao meio de cultura, tém sido acrescentados reguladores de
crescimento, a fim de suportar um balan¢co hormonal que proporcione reatividade
dos explantes. Entre os reguladores de crescimento mais utilizados, a citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP) e as auxinas 4&cido indolacético (AlIA) e &cido
naftalenoacético (ANA) tém sido aquelas com melhores resultados em proporcionar
um balanco hormonal, com respostas satisfatérias em espécies florestais (XAVIER
et al., 2009).

O termo ‘auxinas’ é usado para descrever substancias naturais e sintéticas
qgue se caracterizam, essencialmente, por favorecer o alongamento celular. Também
sao definidas como substancias que produzem modificacées na plasticidade das
paredes celulares, permitindo o alongamento celular (HINOJOSA, 2000).

Auxinas sdo compostos com capacidade de promover o alongamento celular

em coledptilos e segmentos de caules, divisdo celular em culturas de calos em
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presenca de citocininas, formagcdo de raizes adventicias em folhas ou caules
destacados e outros fendmenos do desenvolvimento relacionados com a agéo do
AlA (TAIZ; ZEIGER, 2009).

As citocininas foram descobertas, durante pesquisas dos fatores que
estimulam as células vegetais a se dividirem, desde entdo, as citocininas tém
apresentado muitos outros efeitos nos processos fisiolégicos de desenvolvimento.
Embora as citocininas regulem muitos processos celulares, o controle da divisao
celular é o processo central no crescimento e no desenvolvimento vegetal, sendo
considerado indicador para essa classe de reguladores de crescimento (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Ao longo do tempo até a atualidade, os estudos de cultura de tecidos tém
proporcionado a regeneracao de plantas para todos os sistemas de cultura in vitro,
entre eles encontra-se a cultura de calos (CAMARGO et al. 1999; CABONI, et al.,
2000; MARTINS et al. 2001; ROCHA; QUOIRIN, 2004).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a calogénese pode ser utilizada para
a regeneracao de plantas genotipicamente diferentes das plantas doadoras dos
explantes, que apresentem caracteristicas mais adequadas aos interesses de
producao (BEVILACQUA, 2009).

Uma das respostas mais comuns de tecido cultivado in vitro é a formagao de
calo, que depende dos seguintes estadios: desdiferenciacdo, competéncia, inducao,
determinacao e diferenciacdo em um érgao (KERBAUY, 1998). Entretanto, em
certos casos, a cultura in vitro ndo promove a formacéo de calos, mas apenas uma
proliferacao celular restrita as regides seccionadas, epidérmicas e subepidérmicas
dos explantes, com formacao de tecido de cicatrizacdo e zonas de intensa atividade
meristematica (FLOH; HANDRO, 1985).

A partir da zona meristematica ou do calo, o padrdo de diferenciacao pode
conduzir a um grau de organizacdo morfo-anatémico peculiar, refletindo na formacéao
de um 6rgao, constituindo-se no processo denominado organogénese. Quando a
formacao do 6rgao é decorrente de tecido do explante, ou de proliferacdo do
mesmo, denomina-se organogénese direta. Quando ocorre a partir de células do
calo, denomina-se organogénese indireta (KUNEIDA; KERBAUY, 1986).



23

3.2.2 Explantes e desinfestacao superficial na cultura de tecidos

A desinfestacao € uma etapa problematica, pois o desinfestante deve eliminar
0os microrganismos do tecido vegetal, sem danificar o mesmo. Alguns
microorganismos podem ser enddgenos ou estarem latentes, tanto em sementes
como em brotos. Por essa razdo, muitas vezes, a obtencdo de tecidos vegetais
livres de microorganismos é dificil. Porém, se apenas os meristemas forem retirados,
esses, geralmente estao livres de microorganismos (BONGA; DURZAN, 1985).

A desinfestacdo do material juvenil geralmente ndo é dificil; entretanto,
também sao utilizados explantes de material adulto ou de plantas crescidas em
condicoes de campo. A desinfestagcdo de explantes coletados no campo € mais
complicada, pois as percentagens de contaminacdo sao freqlentemente altas,
quando comparadas aquelas de explantes juvenis ou retirados de mudas mantidas
em casa-de-vegetacdo. A contaminacao pode ser reduzida por pulverizacbes com
inseticidas e fungicidas (BONGA; ADERKAS, 1992).

Apés definida a fonte de explante mais adequado aos objetivos a serem
alcancados com a micropropagagdo e que apresente potencial de resposta a
propagacao in vitro, ainda ha a necessidade de desinfestacbes que garantam a
assepsia dos propagulos vegetativos a serem introduzidos in vitro (XAVIER et al.,
2009).

Na introducao de explantes em condicdes in vitro, a contaminacao é bastante
freqUente, por eles estarem expostos as condicées naturais, que sao fontes de
microrganismos. Apesar de a maioria desses microrganismos nao ser patogénica, o
seu crescimento é acelerado no meio de cultura, a ponto de competirem por
nutrientes com os explantes, prejudicando o desenvolvimento destes (YAMAZAKI,
1995; apud XAVIER et al., 2009).

Em espécies lenhosas, frequentemente, sdo encontradas dificuldades como
oxidacao fendlica, excesso de contaminagdo por microrganismos, entre outras.
Estas variaveis podem sofrer alteracdes, conforme a intensidade luminosa, tipos de
explantes e gendtipos utilizados. Para contornar estes eventos, adequagdes ao meio
de cultivo, como composicao de nutrientes ou utilizagdo de compostos antioxidantes
podem ser utilizados (TEIXEIRA, 2008).
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Dentre os agentes usados para a desinfestacdo dos explantes, inclui-se o
cloreto de mercurio, o acido cloridrico, o cloreto de benzalcénico, o peréxido de
hidrogénio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Outras substancias com acao
germicida, também, sdo utilizadas na desinfestacao dos explantes, sendo comum o
etanol e os compostos a base de cloro, como hipoclorito de sédio e de calcio. As
concentragdes das solucdes desinfestantes, assim como as combina¢dées dos seus
principios ativos e os tempos de exposicao, podem variar bastante (XAVIER et al.,
2009).

Em alguns casos, sao utilizadas algumas gotas de detergente, adicionadas as
solucdes a base de cloro para melhorar o contato destas com os tecidos, bem como
para diminuir a oxidacao destes. Normalmente, em espécies florestais tem sido
adotada uma incubagao inicial no escuro, visando contornar os efeitos negativos
provocados pela oxidacao de compostos fendlicos que sao liberados pelas células
danificadas pelo corte na preparacao do explante, problemas que podem surgir em
razdo da espécie e do tipo de explante usado (XAVIER et al., 2009).

Uma vez obtidas as condicbes desejadas na etapa de estabelecimento da
cultura in vitro, a etapa seguinte refere-se a multiplicagao da cultura para a obtencao
da quantidade de mudas micropropagadas desejadas, quando se visa atingir alta
taxa de multiplicagdo, com o minimo de variagdo de explante para explante, livres de
contaminantes que prejudiguem a micropropagacdo, gemas reativas e que
produzam partes aéreas com qualidade suficiente para a fase seguinte (XAVIER et
al., 2009).



4 CAPITULOI

GERMINACAO ASSEPTICA DE
SEMENTES E ESTABELECIMENTO
IN VITRO DE EXPLANTES DE ACOITA-CAVALO

4.1 Material e métodos

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento, do Departamento de Fitotecnia, Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS.

As sementes de Luehea divaricata Mart. & Zucc., foram coletadas pela
Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria — Fepagro, unidade Florestas, no ano
de 2008. Apds a coleta, as sementes foram armazenadas por um periodo de trés
meses, em camara fria a temperatura de 10-12 °C e umidade relativa de 35-40%,
sendo, a seguir, conservadas em geladeira (a 8 - 10° C) até serem utilizadas nos
trabalhos de cultura de tecidos, efetuados ao longo de 2008 e 2009, descritos no
presente capitulo.

Com a finalidade de caracterizacao do lote, foram realizados testes de
germinagéo e sanidade com as sementes, imediatamente apds seu beneficiamento
e antes do armazenamento. Para determinar a germinacdo, as sementes foram
dispostas em caixas plasticas tipo “gerbox”, contendo duas folhas de papel filtro
umedecidas, até atingirem trés vezes a massa seca do papel. Utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado com oito repeticées, cada uma
composta por 25 sementes, representando uma unidade experimental (UE), sendo
avaliadas sementes germinadas, duras e mortas. As UE permaneceram durante 28
dias em camara de crescimento com temperatura controlada de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 12 horas.

Para a realizacdo do teste de sanidade, as sementes foram dispostas em
caixas plasticas tipo “gerbox”, contendo duas folhas de papel filtro umedecidas, até

atingirem trés vezes a massa seca do papel. Utilizou-se o delineamento
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experimental inteiramente casualizado, com oito repeticées, cada uma composta por
25 sementes. As UE permaneceram, durante sete dias, em camara de crescimento,

com temperatura controlada de 25 £ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas.

I — Germinacao asséptica de sementes de acoita-cavalo, empregando-se

desinfestagao superficial com bicloreto de mercurio (HgCly)

Para a germinacdo asséptica de acoita-cavalo, foram utilizados tratamentos
de desinfestacao superficial, submetendo-se as sementes a imersdo em agua
quente, a temperatura de 60 £ 5 °C, por 10 minutos, seguida por imersdo em etanol
a 70% (v/v), por 30 segundos, imersao em hipoclorito de sodio (NaOClI) a 3% (v/v),
por 10 minutos, e, por ultimo, imersdo em bicloreto de mercurio nas concentragdées
de 0,05% e 0,1%, ambas por 15 minutos; 0,2%, 0,3%, 0,4% € 0,6%, por 10 minutos;
e 0,5% (p/v), por 15 minutos, totalizando sete tratamentos.

Em todos os tratamentos, apds o procedimento de desinfestacdo, as
sementes foram submetidas a um triplo enxagle com agua estéril, antes da sua
inoculacdo no meio de cultivo, para a remocdao de residuos das solucdes
desinfestantes.

O meio de cultivo utilizado para a germinacao foi o meio base Woody Plant
Medium (WPM) (LLOYD; McCOWN, 1981), acrescido de 3% (p/v) de sacarose, 0,7%
(p/v) de éagar e 0,01% (p/v) de mio-inositol, sendo o pH ajustado para 5,8.
Posteriormente, os frascos foram vedados com papel aluminio e autoclavados a
temperatura de 121 °C e 1 atm, por 15 minutos.

As sementes, utilizadas como explantes foram inoculadas sob condicbes
assépticas em camara de fluxo laminar com o auxilio de pingas previamente
esterilizadas em autoclave, a temperatura de 121 °C e 1 atm, durante 40 minutos.

A unidade experimental (UE) foi composta por um frasco de vidro com
capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de meio de cultivo e quatro sementes cada.
Apos a inoculagdo das sementes, os frascos vedados com papel aluminio foram
dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de
20 umol m?s™, fornecida por 1ampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia e
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temperatura de 25 £ 3 °C, em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes por tratamento.

Aos 60 dias de cultivo, foram realizadas avaliacées das variaveis: germinacao
in vitro (%), contaminacao fungica (%) e bacteriana (%), comprimento da parte aérea
(mm), comprimento da raiz principal (mm), formacédo de raiz primaria (%) e de raiz
secundaria (%). lgualmente, foi registrada a porcentagem de plantas normais e
plantas anormais.

Foi verificada a ocorréncia de distribuicdo normal dos dados e as variaveis, no

caso de significancia, foram transformadas para ./x/100 + 0,5, sendo x o valor

observado. Foram realizadas andlises de variancia e, no caso de significancia, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. Utilizou-se o programa estatistico Sisvar (Sistema para Analise de Variancia)
para Windows®, versao 4.0 (FERREIRA, 2000).

I — Germinacdo asséptica de sementes de acoita-cavalo, empregando-se
desinfestacao superficial com fungicidas

As sementes foram submetidas a imersao em agua quente a temperatura de
60 = 5 °C, por 10 minutos, seguida por imersdo em etanol a 70% (v/v), por 30
segundos, imersao em hipoclorito de sédio a 3% (v/v), por 10 minutos, e, finalmente,
imersao em bicloreto de mercurio, a 0,3% (p/v), por 10 minutos. Posteriormente, as
sementes foram submetidas a um triplo enxagle com agua estéril. Apos este
procedimento inicial de desinfestacao, foram utilizados fungicidas dos grupos
quimicos Dicarboximida (Captan®) e Benzimidazol (Cercobin®) com a finalidade de
promover o controle da contaminagao fungica na germinacao in vitro das sementes.
Em ambos os casos, as sementes foram submetidas a imersdo por 10
minutos, em solugdes contendo concentragdes de 0; 1,5; 3,0; 4,5 e 6,00 g L' de
Dicarboximida e 0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g L de Benzimidazol; sendo que, com este,
também foi testado o seu efeito quando adicionado ao meio de cultivo, utilizando-se

as mesmas concentragbes empregadas no tratamento de imersdo de sementes.
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Apéds os tratamentos de imersdo das sementes nas solu¢des contendo fungicidas,
estas foram submetidas, novamente, a um triplo enxague com agua esteéril.

O meio de cultivo utilizado para a germinacéo foi o meio base Woody Plant
Medium (WPM) (LLOYD; McCOWN, 1981), acrescido de 3% (p/v) de sacarose, 0,7%
(p/v) de éagar e 0,01% (p/v) de mio-inositol, sendo o pH ajustado para 5,8.
Posteriormente, os frascos foram vedados com papel aluminio e autoclavados a
temperatura de 121 °C e 1 atm, por 15 minutos. No meio de cultivo contendo o
fungicida (Cercobin®), sua adicao foi efetuada antes do ajuste do pH, sendo, apés,
realizada a autoclavagem.

As sementes utilizadas como explantes, foram inoculadas sob condi¢des
assépticas em camara de fluxo laminar com o auxilio de pingas previamente
esterilizadas em autoclave, a temperatura de 121 °C e 1 atm, durante 40 minutos.

A unidade experimental (UE) foi composta por um frasco de vidro com
capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de meio de cultivo e quatro sementes cada.
Apé6s a inoculacao das sementes, os frascos vedados com papel aluminio, foram
dispostos em sala de cultivo, sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de
20 umol m?s™, fornecida por 1ampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia e
temperatura de 25 + 3 °C, em delineamento inteiramente casualizado, com 15
tratamentos e seis repeticoes.

Aos sete e aos 45 dias de cultivo, foram avaliadas a contaminacao fungica e
bacteriana, e a germinacao in vitro, todas expressas em porcentagem. Aos 45 dias
foram avaliadas, adicionalmente, a porcentagem de plantas normais e plantas
anormais.

Foi verificada a ocorréncia de distribuicdo normal dos dados e as variaveis, no

caso de significancia, foram transformadas para +/x/100 + 0,5, sendo x o valor

observado. As variaveis foram submetidas a analise de variancia e, no caso de
significancia, a andlise de regressao polinomial ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. Utilizou-se o pacote estatistico Sisvar (Sistema para Analise de Variancia) para
Windows® versao 4.0 (FERREIRA, 2000).
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Il — Sobrevivéncia e estabelecimento in vitro de explantes de acoita-cavalo

Foram utilizados como explantes, segmentos nodais e segmentos apicais
caulinares, com aproximadamente 1 cm de comprimento, oriundos de plantas
germinadas in vitro, com cerca de 60 dias de idade.

O meio de cultivo utilizado foi o meio base Woody Plant Medium (WPM)
(LLOYD; McCOWN, 1981), acrescido de 3% (p/v) de sacarose, 0,7% (p/v) de agar e
0,01% (p/v) de mio-inositol, sendo o pH ajustado para 5,8. Posteriormente, os
frascos foram vedados com papel aluminio e autoclavados a temperatura de 121 °C
e 1 atm, por 15 minutos. Os explantes foram inoculados sob condi¢coes assépticas
em camara de fluxo laminar com o auxilio de pincas previamente esterilizadas em
autoclave, a 121° C e 1 atm, durante 40 minutos.

A unidade experimental (UE) foi composta por quatro frascos de vidro com
capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de meio de cultivo e dois explantes cada.
Apé6s a inoculacdo dos explantes, os frascos vedados com papel aluminio, foram
dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de
20 umol m?s™, fornecida por 1ampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia e
temperatura de 25 £ 3 °C, em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes por tratamento.

Aos 60 dias de cultivo, foram realizadas avaliagbes das variaveis:
sobrevivéncia (%) e estabelecimento in vitro (%), nimero de nés, numero de folhas e
formagéo de raiz (%). A sobrevivéncia foi indicada pela coloragédo verde do explante
e o estabelecimento, pela formacgao de novas gemas ou folhas.

Foi verificada a ocorréncia de distribuicdo normal dos dados e as variaveis, no

caso de significancia, foram transformadas para ./x/100 + 0,5, sendo x o valor

observado. Foram realizadas andlises de variancia e, no caso de significancia, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. Utilizou-se o programa estatistico Sisvar (Sistema para Analise de Variancia)
para Windows®, versao 4.0 (FERREIRA, 2000).
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4.2 Resultados e discussao

Caracterizagdo da qualidade fisioldgica e sanitaria do lote de sementes

As anadlises de qualidade fisiolégica realizadas com as sementes do lote
empregado, com a finalidade de caracterizacao, resultaram em uma germinacao de
45%, ndo sendo verificadas sementes mortas e havendo 55% de sementes duras.

Ap6s a realizacdo do teste de sanidade, verificou-se a presenca de
microrganismos no lote de sementes utilizado, destacando-se, entre as principais
ocorréncias, fungos dos géneros Alternaria sp, Phoma sp e Cladosporium sp, com
72%; 38% e 34%, respectivamente. Em adicdo a estes, foi observada a presenca
dos géneros Epicoccum sp (22%), Penicillium sp (20%), Aspergillus sp (5%), Botrytis
sp (5%) e Curvularia sp (3%). Nao foram identificadas bactérias no lote analisado.

I — Germinacao asséptica de sementes de acoita-cavalo, empregando-se
desinfestagéo superficial com bicloreto de mercurio (HgCly)

Sete dias ap0s a inoculagcao das sementes no meio de cultivo, apareceram os
primeiros indicios de contaminagdo causada por fungos, ndao sendo verificada,
ainda, nessa data de avaliagao, a presenca de bactérias.

Apds 60 dias de cultivo in vitro, para as variaveis contaminacao fungica e
bacteriana (Figura 1), ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos,
observando-se reduzidas médias gerais (15% e 2,86% respectivamente). Pode-se
inferir, portanto, que o bicloreto de mercdurio, tal vez foi eficiente em controlar estes
microrganismos associados as sementes, empregadas como explantes, neste
trabalho. Entretanto, a presenca destes agentes contaminantes, ainda que em
baixos niveis, é indesejavel na cultura de tecidos, pela competicdo que exercem com
os cultivos e pela possibilidade de contaminar outras culturas em desenvolvimento
no mesmo ambiente, motivando desenvolver metodologias mais eficientes de

desinfestagéo superficial.
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a a b b

Figura 1 — Sementes de Luehea divaricata (Mart. & Zucc.) aos 60 dias de cultivo in
vitro, apés serem submetidas a imersdo em bicloreto de mercurio
(HgCl,), a diferentes concentragbes, apresentando contaminagao
bacteriana (a) e contaminagdo fdngica (b). UFSM, Santa Maria, RS,
2010.

Fléres (2007) observou médias de contaminagao fungica, em torno de 30%,
em sementes de acoita-cavalo, apds efetuar a desinfestacdo por imersdao em
solugéo de bicloreto de mercurio em concentragdes de 0,05% e 0,1%, durante 10
minutos. Provavelmente, o melhor controle destes microrganismos, registrado no
presente trabalho, deva-se aos comparativamente maiores tempos de contato do
bicloreto de mercurio com as sementes, ja que as concentracées empregadas foram
idénticas.

Outro fator que deve ser considerado é a qualidade sanitaria inicial dos lotes
empregados. Fléres (2007) utilizou sementes de acoita-cavalo, de dois lotes
diferentes, colhidos em 2004 e em 2005, e identificou géneros fungicos semelhantes
aos identificados no lote utilizado no presente experimento, porém, em porcentagens
maiores, em alguns casos, em relacao aquelas registradas neste lote de 2008.

Contrariamente, no que diz respeito a contaminacdo bacteriana, Fléres
(2007), observou 25% e 7,5% de bactérias presentes nos lotes de agoita-cavalo de
2004 e de 2005, respectivamente, na caracterizacao inicial. Ja, no cultivo in vitro,
este autor verificou 2,5% no lote de 2004 e auséncia de bactérias, em 2005, apds
tratar as sementes com 0,05% e 1% de bicloreto de mercurio, durante 10 minutos.

Utilizando-se estas mesmas concentragdes de bicloreto de mercurio, porém
por imersdo, durante 15 minutos, ndo foram registradas bactérias no presente
experimento, ratificando a provavel eficiéncia do bicloreto de mercurio no controle

destes agentes na germinacéo in vitro de sementes de agoita-cavalo.
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Ilgualmente, uma concentracdo de 0,05% de cloreto de mercurio, na imerséao
por 10 minutos, revelou-se eficiente na desinfestacao de explantes de Aspidosperma
polyneuron (RIBAS et. al., 2005).

No que diz respeito a germinacdo, nao foi verificada diferenca significativa
entre as concentracdes de bicloreto de mercurio e tempos de imerséo testados,
obtendo-se uma média geral de 58,57%, superior a observada (45%), cerca de 120
dias antes, quando da caracterizacado inicial do lote. Essa diferenca pode ser
decorrente da superacdo de dorméncia e/ou do controle da contaminagdo por
microrganismos promovidos pela desinfestacdo superficial, que incluiu, além do
bicloreto de mercuario, a imersdo de sementes em agua quente em todos os
tratamentos.

A &gua quente auxilia no controle de microrganismos associados as
sementes, 0s quais competem com o vegetal, principalmente na etapa inicial do
cultivo, e pode ter contribuido para a superacdo da dorméncia em sementes de
acoita-cavalo, a exemplo do que ocorre em varias outras espécies.

Em experimentos de quebra de dorméncia e desinfestacdo de sementes de
Peltophorum dubium, Oliveira et al. (2003), verificaram que a utilizacdo de
tratamento de imersdo das sementes em agua quente a 95 °C, deixadas fora de
aquecimento por 24 horas, resultou eficiente na promocado da germinacao, sendo
pratico e dispensando o uso de tratamentos de desinfestacdo com produtos
quimicos, testados também no mesmo experimento.

Da mesma maneira, Fléres (2007) afirmou que o emprego da agua quente
aumentou a germinacao das sementes de acoita-cavalo, considerando que o lote de
sementes, com germinacdo média inicial de 26,50%, depois de realizados os
tratamentos de assepsia, incluindo o tratamento com agua quente, teve aumentada
para 38% a média de germinagao no cultivo in vitro.

As sementes iniciaram a germinacdo sete dias apds a inoculagao,
observando-se a emissao da radicula, e o posterior desenvolvimento de raizes
primarias e secundarias, em alguns tratamentos. A partir da terceira semana,
ocorreu a emergéncia do epicotilo e, na sequéncia dos nds cotiledonares e do
primeiro par de folhas, na maioria dos tratamentos, até observar-se a formagéao de
plantas inteiras em, aproximadamente, 40 dias, conforme pode ser visualizado na

Figura 2.
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Figura 2 — Plantas de Luehea divaricata (Mart. & Zucc.) germinadas in vitro com 40
dias de idade, apo6s tratamentos de desinfestacdo com diferentes
concentracoes de bicloreto de mercurio (HgCl,). UFSM, Santa Maria, RS,
2010.

A elongagéo do epicotilo e a expansdo do limbo foliar do primeiro par de
folhas foram verificadas, entre a terceira e a quinta semana, apés a inoculagcéao das
sementes no meio nutritivo.

A presenca de microrganismos contaminantes, tal vez, ndo comprometeu,
portanto, a germinacéao in vitro das sementes. Fléres (2007) obteve germinacao de
21,2 a 52,5%, aos 60 dias apdés a inoculacdo de sementes de acoita-cavalo,
desinfestadas mediante a imersao em solucao de bicloreto de mercurio a 0,05% e a
0,6%, resultado semelhante ao obtido neste trabalho. No entanto, este autor
observou a ocorréncia de clorose nas folhas formadas in vitro, 0 que também
aconteceu no presente trabalho, mas em um nivel muito reduzido e somente na
etapa final do periodo de cultivo.

Considerando-se o0 exposto, ndo se pode associar, exclusivamente, a
presenca do bicloreto de mercurio, a clorose foliar, ja que o cultivo, sem
transferéncias para meios de cultivos frescos, estendeu-se além do periodo usual
para acoita-cavalo que é de cerca de 30 dias. Provavelmente, a deplecdo de
nutrientes no meio de cultivo tenha contribuido para o aparecimento de folhas
cloréticas.

Em relacdo ao comprimento da parte aérea e do sistema radicular (Figura 3),
da formacado de raiz primaria e de secundarias (Figura 4), aos 60 dias, nao foram
verificadas diferencas significativas entre os tratamentos aplicados.
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Figura 3 — Parte aérea e sistema radicular de plantas
de Luehea divaricata (Mart. & Zucc.) obtidas
a partir de explantes de origem seminal,
com 60 dias de idade, apds tratamento de
desinfestacao com diferentes
concentracoes de bicloreto de mercurio
(HgCl,). UFSM, Santa Maria, RS, 2010.

O desenvolvimento da parte aérea registrou média geral de 18,27 mm, aos 60
dias de cultivo in vitro, enquanto, o sistema radicular cresceu, no mesmo periodo,
em média, 23,58 mm. A porcentagem media de formagédo de raiz primaria foi de
54,43%, sendo a média, de formacdo de raizes secundarias, de 42,86%.
Igualmente, assim como foi observado em relacdo a germinacao in vitro, pode-se
inferir que o desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular nédo foi
comprometido pela presenca de microrganismos contaminantes no meio de cultivo,
tampouco o bicloreto de mercuario apresentou toxicidade as plantas germinadas in
vitro. Contribuindo para ratificar essa constatacdo, ndo foi observada a formacao de
plantas anormais de agoita-cavalo.
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Figura 4 — Aspecto geral do sistema radicular de plantas de Luehea
divaricata (Mart. & Zucc) obtidas a partir de explantes de
origem seminal, com 60 dias de idade, apds o tratamento de
desinfestacdo com diferentes concentragbes de bicloreto de
mercurio (HgCl,). UFSM, Santa Maria, RS, 2010.

Entretanto, trabalhos realizados com outras espécies vegetais, como
Galinsoga parviflora e Bidens pilosa, testando o bicloreto de mercurio, em
concentragdes entre 0,05 e 1,0 mM, demonstraram sua influéncia na germinagao de
ambas as espécies, afetando, negativamente, a taxa de germinacdo. Da mesma
maneira, este agente desinfestante reduziu a area foliar, o comprimento do caule, da
raiz e a producado de matéria seca (TOZZI et al., 2007).

Na otimizagdo da micropropagacao de Pfaffia tuberosa, utilizando tratamentos
de desinfestacdo que incluiam imersédo no fungicida Benomyl, em etanol a 70%, em
hipoclorito de sédio a 1% e, por fim, em bicloreto de mercurio 0,1%, por 5 minutos:
65% das plantas desenvolveram brotos normalmente, 23,1% mostraram sintomas de
toxidez na parte basal, com aparecimento de necrose, engrossamento e curvatura,
ao passo que 15,4% dos explantes apresentaram folhas mal formadas, com pouco
desenvolvimento ou curvatura anormal (FLORES et al, 2006). Os autores
concluiram que os tratamentos aplicados foram eficientes no controle das
contaminacgdes fungica e bacteriana.

Esses resultados demonstram a presenca de variacdao no efeito tdéxico do
bicloreto de mercurio, empregado como desinfestante de explantes na cultura in
vitro, comportamento que pode ser atribuido a fatores como o estado sanitario e
fisiologico na origem dos explantes, a manipulagéo efetuada durante o isolamento
dos explantes e na aplicacdo dos tratamentos. Além disso, ha que se levar em
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consideracdo caracteristicas intrinsecas as espécies, como o nivel de tolerancia a

compostos a base de cloro e de mercurio.

I — Germinacdo asséptica de sementes de acoita-cavalo, empregando-se
desinfestacao superficial com fungicidas

Aos sete dias ap6s inoculacdo das sementes no meio de cultivo, foram
verificadas diferencas significativas para a contaminacao fungica e bacteriana, nao
ocorrendo, no entanto, ajuste significativo a nenhuma equagéo.

Foram registradas médias de 8,33% de contaminacao por fungos nas culturas
quando as sementes foram imersas nos fungicidas do grupo Dicarboximida
(Captan®); de 11,67 %, quando o fungicida do grupo Benzimidazol (Cercobin®) foi
adicionado ao meio WPM; e, a maxima, de 12,5%, ap6s o contato das sementes,
antes da inoculagdo no meio de cultivo, com o fungicida do grupo Benzimidazol. A
presenca de fungos, uma semana apds o inicio do cultivo in vitro, pode ser
considerada elevada, considerando-se que, no experimento anterior, apds a
desinfestacao, utilizando-se apenas bicloreto de mercurio, houve, ap6s 60 dias, 15%
de contaminacdo fungica, revelando que o uso combinado deste agente
desinfestante e fungicidas, nao foi eficiente.

Em relagdo as bactérias, neste mesmo periodo, foram obtidas médias de
10%, ap6s a imersdao em Captan®, de 18,33% quando Cercobin® foi aplicado no
meio WPM e de 20%, apo6s o contato das sementes com Cercobin®. Igualmente ao
que foi observado em relacao aos fungos, a associacao de bicloreto de mercurio aos
fungicidas ndo promoveu um controle mais eficiente das bactérias, verificando-se
uma maior frequéncia destes microrganismos relativamente aquela registrada, aos
60 dias de cultivo in vitro, apds a desinfestacdo ter sido efetuada pelo emprego
isolado de bicloreto de mercurio (2,86%).

Apos 45 dias de cultivo in vitro, igualmente, houve diferengas significativas
entre os tratamentos de desinfestacdo superficial para as variaveis respostas
avaliadas, contudo nao foi possivel o ajuste das médias a nenhuma equacao de

regressao.
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A contaminagao por fungos, nesse periodo, apresentou médias de 26,67%,
de 55% e de 63,33%, respectivamente, quando Cercobin® foi incluido no meio
WPM, apo6s os explantes terem sido desinfestados por contato com os fungicidas
Captan®, e quando Cercobin® foi usado na solucéo de imersao. Decorridos 45 dias
de cultivo, a contaminagao fungica foi muito elevada, confirmando as expectativas
desenvolvidas, ap6s a avaliacao inicial e ratificando a ineficiéncia do procedimento
de desinfestacao superficial.

Em outro trabalho relacionado a germinacéo in vitro de sementes de acoita-
cavalo, (FLORES, 2007), avaliou os fungicidas Thiabendazole® e Captan®, nas
concentragdes de 8 mg L' e 10 mg L, respectivamente, isolados ou associados,
nao obtendo diferencas significativas entre os tratamentos, e observando médias de
contaminacao fungica de 35% a 62%.

A presenca de bactérias, aos 45 dias de cultivo in vitro aumentou em relagao
a primeira avaliagdo, observando-se meédias de 18,33%, no tratamento com
Cercobin® no meio de cultivo, de 27,5%, com Captan®, e de 50,83%, apds imersao
em Cercobin®. A partir desses resultados, pode-se depreender que, apesar de nao
ser mais eficiente que o uso isolado de bicloreto de mercurio, a inclusdo de
Cercobin® no meio WPM possibilitou um controle mais prolongado na populacao
bacteriana que ja estava presente, apds sete dias de cultivo, relativamente aqueles
promovidos pelos fungicidas em imerséo.

De uma maneira geral, a germinacgao in vitro foi muito baixa, observando-se
médias de 23,33%, no tratamento em que o Cercobin® foi acrescentado ao meio de
cultivo, de 21,67%, quando as sementes tiveram contato com Captan® e de 18,33%,
com Cercobin®. Essa reduzida germinacao das sementes deve-se, provavelmente,
a associacao de uma série de fatores: diminuicao na viabilidade das sementes em
funcdo do armazenamento, uma vez que este experimento foi realizado cerca de
dez meses, apdés a colheita das sementes; elevada contaminagcdo por
microrganismos, deplegcédo de nutrientes no meio de cultivo e, adicionalmente, efeito
fitotoxico dos fungicidas. Ratificando esse efeito detrimental dos fungicidas
utilizados, foram observadas plantas anormais: 12,5% com Cercobin® no meio de
cultivo, 4,17%, quando as sementes foram imersas em Captan® e 2,5% quando
imersas em Cercobin®.

A imersao de sementes de Genipa americana em fungicida Benzimidazol, em

concentragdées de 0 a 100 g L, durante 10 minutos, ou em Ditiocarbamato, em
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concentragdes de 0 a 5 g L™, por 5 minutos, ndo reduziu a germinagdo. No entanto,
nas maiores concentracdes avaliadas, as sementes apresentaram menor velocidade
de germinagao pelo efeito fitotdxico do produto (VIEIRA; GUSMAO, 2006).

Na germinacéo in vitro de sementes de erva mate (llex paraguariensis), Junior
et al. (1999), avaliaram os fungicidas Captan®, Thiabendazole® e Thiram®,
verificando que somente Thiram® apresentou efeito negativo, ndo sendo verificada
diferenca significativa entre os outros fungicidas.

O emprego do Benomyl® (Benzimidazol) em concetragdes de 2 a 14 gL', em
meio MS, para o controle da contaminacdo na micropropagacao de Anacardium
humile, Londe et al. (2007), verificaram que a utilizacdo desse fungicida na
concentragdo de 12 g L7, controla eficazmente fungos do género Aspergillus,
embora a concentracao utilizada nao impediu a proliferacdo de outros géneros
fungicos.

Por sua vez, Sato ef al. (2001), testaram o efeito de Benlate® em Celtis sp
sobre as gemas apicais e laterais, tratadas com 200 mg L’ deste fungicida,
verificando que a concentragdo empregada inibiu o crescimento de fungos sem
causar fitotoxidez aos explantes. Da mesma maneira, Fléres (2007), apds empregar
Captan® e Thiabendazole®, para promover a desinfestacdo superficial de sementes
de acoita-cavalo, ndo observou diferencas significativas entre os tratamentos,

relatando médias de germinacao de 23% a 51%, respectivamente.

Il — Sobrevivéncia e estabelecimento in vitro de explantes de acoita-cavalo

Nao foram verificadas diferencas significativas entre os explantes utilizados
(segmentos apicais caulinares e segmentos nodais) para sobrevivéncia e
estabelecimento in vitro, niumero de nds e porcentagem de formagéo de raiz.

Registraram-se médias gerais elevadas de sobrevivéncia (83,75%) e de
estabelecimento (80%) in vitro das culturas, indicando que ambos 0s explantes
avaliados sdo aptos para uso em cultura de tecidos. Essa reducédo observada no
estabelecimento em relacao aos explantes que sobreviveram, esta de acordo com o

relatado por Erig e Schuch (2003), em Malus domestica Borkh. cvs. Galaxy,
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Maxygala e Mastergala, considerando-se que a sobrevivéncia nem sempre indica a
retomada do crescimento e do desenvolvimento.

Foi obtida uma média de 12,9 nds e 33,75% das culturas in vitro, formaram
raizes aos 60 dias de cultivo. O numero de noés produzido nessas condigbes foi
satisfatorio, sendo possivel depreender que a suplementacdo de reguladores de
crescimento permitira otimizar a taxa de multiplicacdo em agoita-cavalo.

Fléres (2007), testando explantes de segmentos nodais de agoita-cavalo, em
meio WPM, com orientacdes de 45° e 90°, obteve producao média de apenas 1,43 e
2,20 nés, respectivamente, o que indica a eficiéncia na producdo dessa variavel
neste experimento. O mesmo autor, em outro experimento, testando meio MS e
WPM, observou resposta diferente em explantes de segmentos nodais em relacao a
producao de nés, verificando uma média de 4,94 para essa variavel.

O enraizamento observado foi, igualmente, produzido na auséncia de
reguladores de crescimento, o que indica a possibilidade de melhorar essa resposta
pela adicao de auxinas ao meio de cultivo. De maneira semelhante, em brotagdes de
Ficus carica L. (BRUM, 2001), ndo foi necessario utilizar fitorreguladores para
promover a formacao de raizes. No entanto, para outras espécies, o enraizamento
somente é verificado na presenca de fitorreguladores, devido a caracteristicas
intrinsecas, o que, provavelmente, deve-se ao balangco hormonal enddgeno,
presente no tecido vegetal (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Em Cordia
trichotoma (Vellozo) Arrabida ex Taudel, foram obtidos 73% de enraizamento pelo
cultivo em meio WPM suplementado, com 1,5 mg L™ de &cido 3-Indolbutirico (AIB)
(MANTOVANI et al., 2001).

Fléres (2007), também avaliando esses dois explantes em acoita-cavalo, apds
60 dias de cultivo in vitro em meio MS e WPM, igualmente, ndo observou
desempenho diferenciado, para os dois fatores principais, em relacdo a
sobrevivéncia (95%) e ao estabelecimento (80,45%). Entretanto, verificou melhor
resposta, no nimero de nos (4,94) e no enraizamento (66,8%), quando o cultivo foi
realizado no meio de cultura WPM.

Para numero de folhas, houve diferenca significativa entre os explantes, em
que o0s segmentos nodais (31,6) produziram mais que 0S segmentos apicais
caulinares (19,8). A maior producado de folhas, a partir de segmentos nodais, é
decorrente do maior nimero de gemas com capacidade de emitir novas brotacoes,
presentes nestes explantes em comparagao aos segmentos apicais.
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Ja, Franzin et al. (2004), para obtencdo de brotacbes aéreas in vitro de
Rollinia salicifolia, utilizando explantes de segmentos nodais da regido basal e apical
de ramos jovens inoculados em meio MS a 50% e a 33% da concentragao de sais,
registraram, aos 45 dias de cultivo, que o0s segmentos nodais da regidao basal
apresentaram melhor brotacdo aérea e que o meio MS reduzido a 50% resultou em
efeito superior na formacgédo de brotacées, em relagdo ao tamanho e ao numero de

folhas.

4.3 Conclusoes

Nao foram observadas diferencas entre as concentracées de bicloreto de
mercurio e tempos de imersdao das sementes de acoita-cavalo, podendo ser
empregada qualquer um deles.

O uso dos fungicidas Captan® ou Cercobin®, apdés procedimento de
desinfestacdo que inclui bicloreto de mercurio, ndo é eficiente em controlar as
contaminac¢des fungicas e bacterianas, além de apresentar efeito fitotdxico,
comprometendo a germinagdo in vitro e ocasionando a formacao de plantas
anormais em acoita-cavalo.

O estabelecimento in vitro de agoita-cavalo é efetuado, com sucesso, a partir
do cultivo de segmentos apicais e segmentos nodais, embora 0os segmentos nodais

apresentem um maior numero de folhas.



5 CAPITULOII

REGENERACAO E CALOGENESE IN VITRO EM ACOITA-CAVALO
COM A UTILIZACAO DE FITORREGULADORES

5.1 Material e métodos

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento, do Departamento de Fitotecnia, Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS.

Foram utilizados como explantes, segmentos nodais e fragmentos foliares de
Luehea divaricata Mart. & Zucc., isolados de plantas germinadas in vitro, com
aproximadamente 60 dias de idade, no préprio Laboratorio.

| — Regeneracao in vitro de segmentos nodais com o emprego de diferentes

concentracdes de fitorreguladores

Segmentos uninodais de, aproximadamente, 1 cm de comprimento foram
cultivados em meio Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD, McCOWN, 1981),
suplementado da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) nas concentragdes de 0,00;
0,22; 0,44 e 0,88 uM em combinagdo com a auxina acido naftaleno acético (ANA)
com 0,00 e 0,054 uM de concentragéo.

Ao meio base WPM, foram adicionados 3% (p/v) de sacarose, 0,7% (p/v) de
agar e 0,01% (p/v) de mio-inositol, sendo o pH ajustado para 5,8. Posteriormente, 0os
frascos foram vedados com papel aluminio e autoclavados a temperatura de 121 °C
e 1 atm, por 15 minutos.

Os explantes foram inoculados sob condicbes assépticas em camara de fluxo
laminar, com o auxilio de pingas previamente esterilizadas em autoclave, a

temperatura de 121 °C e 1 atm, durante 40 minutos.
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A UE foi composta por dois frascos de vidro com capacidade para 150 ml,
contendo 30 ml de meio de cultivo e um explante cada. Apds a inoculagdo dos
explantes, os frascos vedados com papel aluminio, foram dispostos em sala de
cultivo sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de 20 pmol m? s™,
fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia e temperatura de
25 £ 3 °C, em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo bifatorial 4x2, com
quatro repetigbes por tratamento.

Aos 45 dias de cultivo, foram realizadas avaliagbes das variaveis:
contaminacao fungica (%) e bacteriana (%), sobrevivéncia (%) e estabelecimento in
vitro (%), numero de brotos, numero de folhas, formacao de calo (%) e de raiz (%).

Foi verificada a ocorréncia de distribuicdo normal dos dados e as variaveis, no

caso de significancia, foram transformadas para ./x/100 + 0,5, sendo x o valor

observado. Foram realizadas andlises de variancia e, para o0s tratamentos
quantitativos, foi efetuada andlise de regressdao polinomial, ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatistico Sisvar (Sistema para
Analise de Variancia) para Windows®, versao 4.0 (FERREIRA, 2000).

Il — Calogénese, a partir de fragmentos foliares de acoita-cavalo

Foi avaliada a resposta de fragmentos foliares, oriundos de plantas
germinadas in vitro, com aproximadamente 60 dias de idade, em relacdo a
combinagcdo da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) nas concentracdes de 0,00;
22,20; 44,40 e 88,80 uM e da auxina acido naftaleno acético (ANA) concentrados em
0,00; 1,34; 2,68 e 5,36 uM. Os fragmentos retangulares com, aproximadamente, 25
mm? de superficie, foram excisados com o auxilio de bisturi e inoculados com a face
abaxial no meio de cultivo.

O meio de cultivo utilizado foi o meio base Woody Plant Medium (WPM)
(LLOYD, McCOWN, 1981), acrescido de 3% (p/v) de sacarose, 0,7% (p/v) de agar e
0,01% (p/v) de mio-inositol, sendo o pH ajustado para 5,8. Posteriormente, os
frascos foram vedados com papel aluminio e autoclavados a temperatura de 121 °C
e 1 atm, por 15 minutos.

Os explantes foram inoculados sob condi¢cdes assépticas na camara de fluxo
laminar com o auxilio de pingas previamente esterilizadas em autoclave, a

temperatura de 121 °C e 1 atm, durante 40 minutos.
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A unidade experimental (UE) foi composta por um frasco de vidro com
capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de meio de cultivo e quatro explantes cada.
Ap6és a inoculacao dos fragmentos foliares, os frascos vedados com papel aluminio,
foram dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade
luminosa de 20 pmol m?s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo
luz do dia e temperatura de 25 *+ 3 °C, em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo bifatorial 4x4, com diferente nimero de repeticdes, 4 a 5 por tratamento,
em funcdo da disponibilidade de explantes.

Aos 45 dias de cultivo, foram avaliadas as respostas dos explantes em
relacdo a calogénese, sendo atribuidas notas de zero a quatro, conforme descrito: 0,
para explante oxidado e/ou contaminado; 1, explante sem alteragcdes morfoldgicas;
2, explantes com bordas onduladas; 3, explantes com formacéo de pequenos calos;
e 4, para a presenca de calos totalmente formados. Os explantes que receberam
notas 3 e 4 foram considerados para determinar a porcentagem de formacao de
calos. Adicionalmente, foi verificado o nimero médio de calos por UE.

Foi verificada a ocorréncia de distribuicdo normal dos dados e as variaveis, no

caso de significancia, foram transformadas para /x/100 + 0,5, sendo x o valor

observado. As varidveis foram submetidas a analise de variancia e a analise de
regressao polinomial, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o pacote
estatistico Sisvar (Sistema para Analise de Variancia) para Windows® versao 4.0
(FERREIRA, 2000).

5.2 Resultados e discussao

| — Regeneracao in vitro de segmentos nodais com o emprego de diferentes

concentracdes de fitorreguladores

Em relacdo a sobrevivéncia in vitro dos segmentos nodais, foi verificada
diferenca significativa entre as concentragdes testadas de BAP, obtendo-se 93,75%
de sobrevivéncia na presenca de 0,44 uM deste fitorregulador. Na Figura 5, pode-se
observar que o aumento da concentracdo de BAP de 0,22 pM para 0,44 uM
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promoveu uma maior sobrevivéncia dos explantes, no entanto, com o aumento
adicional para 0,88 uM, houve uma redugdo nessa variavel. Dessa maneira, 0 uso
de altas concentracbes dessa citocinina pode ser prejudicial a sobrevivéncia de
segmentos nodais. Flores (2007), testando niveis de BAP, dez vezes mais
concentrados que aqueles utilizados no presente trabalho, obteve média de 78,75%

de sobrevivéncia de segmentos nodais de agoita-cavalo.
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Figura 5 — Porcentagem de sobrevivéncia, aos 45 dias de cultivo, de segmentos
nodais de Luehea divaricata (Mart. & Zucc.) cultivados in vitro, em
meio WPM com diferentes niveis de concentracdo de BAP. UFSM,
Santa Maria, RS, 2010.

Em relagéo ao efeito de ANA, nao foi verificada diferenca estatistica entre sua
presenca e sua auséncia no meio de cultivo, obtendo-se uma média geral de 75%
de sobrevivéncia in vitro.

O estabelecimento dos segmentos nodais, igualmente, ndao foi afetado
significativamente por BAP tampouco por ANA, registrando-se uma média de
70,31% de explantes estabelecidos, aos 45 dias de cultivo in vitro. Da mesma
maneira, Fléres (2007), ndo observou efeito significativo para concentragdes de BAP
em relacdo ao estabelecimento in vitro de segmentos nodais de acoita-cavalo,
observando uma média de 78,75%.

O numero de brotos produzidos nos explantes de segmentos nodais de
acoita-cavalo, ndo apresentou efeito significativo dos fatores principais, tampouco da
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interacdo ANA*BAP, verificando-se uma média de 2,03 brotos por explante. Na
Figura 6, pode-se observar a resposta dos explantes as concentracbes dos
fitorreguladores.

A produgdo de brotos, no presente trabalho, foi, relativamente, maior que
aquela verificada por Fléres (2007), que registrou uma média de 1,06 brotos.
Nascimento et al. (2008), em segmentos caulinares de uvaieira (Eugenia pyriformis
Cambess) cultivados in vitro com diferentes concentragcbes de BAP (0,0; 1,0; 2,0;
3,0; 4,0 e 5,0 mg L"), ndo verificaram diferencas significativas para o nimero médio
de brotos, numero de gemas, comprimento de brotacdes e nimero de folhas.

Em explantes de Acacia mearnsii, Borges Junior et al. (2004), verificaram
maior taxa de multiplicagdo de gema com 3,5 brotos por explante, utilizando 2 mg L
de BAP. No entanto, Rosa (2009), testando o efeito de concentracbes de BAP (0 a
10 uM) e ANA (0 e 2,2 uM) em meio MS sobre os segmentos nodais de Mimosa
scabrella, provenientes de cultivo in vitro, registrou que a utilizacdo de ANA nao
apresentou efeito nos explantes, e, na auséncia de BAP, foi obtida a maior producao
de novas gemas por explante.

Em segmentos de né cotiledonar de plantas de cedro (Cedrela fissilis)
germinadas in vitro, Amaral (2006), testou concentracdes de 0 e 5 uM da citocinina
BAP, registrando uma producédo média de 2,7 brotos por explante.
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Figura 6 — Segmentos nodais de Luehea divaricata (Mart.& Zucc.) in vitro, com formacao de

novos brotos e folhas (a) e formagdo de brotos com calo na base (b), em
diferentes niveis de concentracdo de BAP. UFSM, Santa Maria, RS, 2010.

Para o numero de folhas, novamente, ndo se verificou diferenga significativa

entre os tratamentos, sendo obtida uma média de 3,84 folhas por explante. Flores
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(2007) registrou que, em média, foram produzidas 2,58 folhas por segmento nodal
cultivado em meio WPM, suplementado com até 66,6 uM de BAP.

Foi verificada uma diminuicdo no nimero brotagées e no numero de folhas,
utilizando niveis crescentes de concentracdo da citocinina BAP em explantes
caulinares de Inga vera Willd. (STEIN, 2007). Igualmente, Rosa (2009), verificou
diminuicado no numero de folhas em bracatinga (Mimosa scabrella), com o aumento
da concentracao da citocinina BAP.

A porcentagem de formacao de calos ndo apresentou diferenca significativa
entre as concentragbes de BAP e ANA testadas. A média observada para essa
variavel foi de 29,69%. Em outro trabalho realizado com segmentos nodais de
acoita-cavalo, foram obtidos 46,25%, em média, de formacao de calos, entretanto,
foram utilizadas concentracdes mais elevadas de BAP (FLORES, 2007).

Rosa (2009) observou baixa formagdo de calos na auséncia da citocinina
BAP. Com o incremento na concentracao deste fitorregulador (7,5 a 10 uM), houve
um aumento na formacao de calos de até 70% em explantes de Mimosa scabrella
Benth. Igualmente, Amaral (2006) verificou a formagdo de calos em 95% dos
explantes de segmentos de né6 cotiledonar de Cedrela fissilis, cultivados em meio
WPM com adicao de 5 uM de BAP.

BAP e ANA nao apresentaram influéncia significativa na rizogénese em
acoita-cavalo, obtendo-se apenas 12,5% de formacao de raizes, o que é desejavel
na etapa inicial de multiplicacao in vitro. Provavelmente, as concentracbes de BAP,
adicionadas ao meio nutritivo, contribuiram para inibir a formacao de raizes, uma vez
que, as citocininas promovem um maior crescimento da parte aérea. Fléres (2007),
somente observou enraizamento in vitro na auséncia desta citocinina.

Em explantes de segmentos de né cotiledonar de Cedrela fissilis, verificou-se
a formacao de raizes em 60-65% das brota¢des cultivadas em meios que continham
as citocininas BAP ou cinetina (KIN) (AMARAL, 2006).

Os resultados obtidos permitem inferir que, de uma maneira geral, as
concentragdes de BAP e ANA testadas, nao resultaram em um balanco hormonal
adequado a promocao de respostas otimizadas na multiplicacao in vitro de acoita-
cavalo, a partir do cultivo de segmentos nodais. Contudo, as concentragdes de BAP
empregadas foram mais eficientes que aquelas utilizadas por Fléres (2007), de
magnitude dez vezes maior. E possivel que a inclusdo de um ndmero maior de

niveis de ANA e/ou 0 aumento na concentracdo de BAP ou, ainda, a substituicao por
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outras auxinas e citocininas, permitam a otimizagdo desses parametros relacionados

a multiplicacao in vitro de agoita-cavalo.

Il — Calogénese, a partir de fragmentos foliares de agoita-cavalo

Para as notas atribuidas em relagdo a formagcdo de calo nos fragmentos
foliares de acoita-cavalo, foi verificada diferenga significativa apenas para o efeito
das concentracoes de BAP, sendo possivel o ajuste a uma curva quadratica (Figura
7).

A partir da equacgédo obtida, estimou-se em 54,5 uM o ponto de maxima
eficiéncia técnica (MET) para a calogénese, concentracdo em que seriam
observadas ondulacbes nas bordas dos fragmentos foliares e reduzida formacéo de
pequenos calos, como se pode verificar na Figura 8, reduzindo-se essa resposta
com o0 aumento do nivel de BAP.
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Figura 7 — Notas atribuidas a formacao de calos em fragmentos foliares de Luehea
divaricata (Mart. & Zucc.) cultivados in vitro,,” em meio WPM com diferentes
concentracoes de BAP, aos 45 dias de cultivo. UFSM, Santa Maria, RS,
2010.
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A utilizacdo de ANA nao apresentou efeito significativo na nota de calos,
verificando-se uma média geral de 1,84, denotando que muitos dos fragmentos
foliares ndo formaram, nem sequer, ondulacdes nas bordas.

Nao ha registro de trabalhos testando a resposta calogénica de explantes
foliares a fitorreguladores, isoladamente ou combinados, para acoita-cavalo, mas,
Erig (2004), testando explantes foliares e entren6s de Malus domestica Borkh. em
resposta a concentracdes entre 0 e 27,2 uM de BAP e TDZ, concluiu que, para a
organogénese in vitro dos explantes testados, o mais eficiente foi a folha acrescido
com TDZ em concentragdes entre 6,8 e 13,6 uM.
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Figura 8 — Explantes foliares de Luehea divaricata (Mart. & Zucc.) in vitro com diferentes
concentracbes de BAP: explante oxidado e/ou contaminado (0); explante sem
alteragbes morfolégicas (1); explantes com bordas onduladas (2); explante com
formacao de pequenos calos (3); explante com calos totalmente formados (4). UFSM,
Santa Maria, RS, 2010.

Enquanto, em explantes foliares de Salix humboldtiana, Santos et al. (2005),
testaram o efeito de combinagées de 2-4 D (0 a 12 mg L) e combinacdes de ANA e
BAP em concentragdes entre 0 e 8 mg L™, verificando producéo de calos fridveis na
presenca de 6 mg L™ de 2-4 D, e que a utilizacdo de ANA ou BAP, além de induzir
calogénese, também foi capaz de promover rizogénese.

Para a formacgao de calo, também foi verificada diferenga significativa entre
as concentracdes de BAP, mas ndo para ANA, nem para a interacao entre os dois
fitorreguladores. Para a auxina, foi registrada uma média de 44,01% de formacéao
de calos. Em relacdo a BAP, a formacado de calos ajustou-se a um modelo de
segundo grau (Figura 9), em que o ponto de maxima eficiéncia técnica (MET)
ocorreria em 54,01 uM dessa citocinina, reduzindo-se a calogénese, a partir dessa

concentragao.
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O balanco entre auxinas e citocininas desempenha um papel fundamental na
resposta in vitro do explante, assim, é possivel que, concentracées mais elevadas
de BAP e/ou de ANA, ou, até, a utilizacdo de outras citocininas ou auxinas,
proporcionem o estimulo necessario para a obtencao de uma maior calogénese. Ha
que se considerar, também, que, talvez, o explante utilizado nao tenha sido o mais
adequado, uma vez que as citocininas, naturalmente, possuem uma baixa
mobilidade nas folhas (HINOJOSA, 2000).
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Figura 9 — Calos formados (%) em fragmentos foliares de Luehea divaricata (Mart. &
Zucc.) cultivados in vitro, em meio WPM com diferentes concentracées de
BAP, aos 45 dias de cultivo. UFSM, Santa Maria, RS, 2010.

A auséncia de efeito significativo de ANA sobre a formacdo de calos em
fragmentos foliares de acoita-cavalo pode ser decorrente de que as concentracoes
utilizadas terem resultado baixas para estimular respostas favoraveis a calogénese
na espécie. O emprego de concentragdes mais elevadas desse fitorregulador ou de
outras auxinas poderia otimizar a calogénese.

Para o nimero médio de calos, da mesma maneira que para as demais
variaveis analisadas, houve efeito significativo, apenas para o fator principal BAP.
Utilizando-se ANA, a média geral foi de 1,76 calos. Houve o ajuste das médias a

uma curva quadratica (Figura 10), em que a maxima eficiéncia técnica (MET)
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ocorreria em 58,14 uyM de BAP, decrescendo o numero de calos em fragmentos
foliares de acoita-cavalo, a partir desse ponto.
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Figura 10 — Numero médio de calos formados em fragmentos foliares de Luehea
divaricata (Mart. & Zucc.) cultivados in vitro, em meio WPM com
diferentes concentragdes de BAP, aos 45 dias de cultivo. UFSM, Santa
Maria, RS, 2010.

5.3 Conclusoes

As concentragdes de BAP e ANA testadas n&o resultaram em um balanco
hormonal adequado a promocéao de respostas otimizadas na multiplicagao in vitro de
acoita-cavalo, a partir do cultivo de segmentos nodais.

A presenca de BAP influencia, significativamente, a calogénese em
fragmentos foliares de agoita-cavalo.

A auxina ANA nao afeta a formacdo de calos em fragmentos foliares de

acoita-cavalo.



CONSIDERACOES FINAIS

Trabalhos adicionais devem ser realizados no sentido de aperfeicoar a
desinfestacao superficial de sementes de acoita-cavalo, permitindo a obtencédo de
um namero maior de culturas assépticas para dar continuidade a outras etapas da
cultura de tecidos.

Obteve-se éxito no estabelecimento in vitro de agoita-cavalo a partir do cultivo
de segmentos apicais e segmentos nodais, podendo ser empregado qualquer um
deles.

As concentragdes de BAP e ANA testadas, nédo resultaram em um balango
hormonal adequado a promocéao de respostas otimizadas na multiplicagao in vitro de
acoita-cavalo, a partir do cultivo de segmentos nodais, devendo ser realizados
outros trabalhos, testando diferentes fontes de citocinina e auxina.

Observou-se resposta satisfatéria dos fragmentos foliares de acoita-cavalo a
calogénese. Contudo, devem ser testadas concentracées mais elevadas de BAP e,
principalmente de ANA, ou outras fontes de citocinina e auxina devem ser avaliadas
com o objetivo de aumentar a formacao de calos em agoita-cavalo.

Finalmente, os estudos que visam contribuir para a micropropagacdo em
acoita-cavalo devem prosseguir, ja que a espécie apresenta entraves para a
propagacao por sementes que podem ser superadas pela cultura de tecidos. A
producdo de mudas in vitro podera contribuir para a recuperagao das populagdes
naturais e para a exploragdo sustentavel de florestas plantadas, compostas por
individuos de elevada qualidade genética, fisiolégica e sanitéaria.
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ANEXOS

Anexo A - Tabela dos sais presentes no meio de cultivo Woddy Plant
Medium — WPM (Lloyd e Mc Cown, 1981).

Concentracao de sais

Composto Férmula Quimica Concentracdo (mg L)
MACRONUTRIENTES
Nitrato de Amoénia NH4NO3 400
Cloreto de Calcio CaCl,. 2H0 96
Sulfato de Potasio K>SOy 990
Sulfato de Magnésio MgSO,. 7H0O 370
Fosfato de Potasio KH.POy4 170
Nitrato de Calcio Ca(NO3). 4H.0 556
MICRONUTRIENTES
Sulfato de Manganés MnSOQOg. 4H,0O 22,3
Acido Boérico HsBO3 6,2
Sulfato de Zinco ZnS0O4. 7H0 8,6
Molibdato de Sédio NaMoQ,. 2H,0 0,25
Sulfato de Cobre CuS0,. 5H,0 0,25
Sulfato de Ferro |l FeSO4. 7H.O 27,8
Sodio EDTA Na,. EDTA. 2H,0 37,2
CARBOIDRATOS, VITAMINAS, ADITIVOS
Glicina 2,0
_Tiamina. HCL 1,0
Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina. HCL 0,5
Mioinositol 100

Fonte: Xavier ef al. (2009).



